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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ブリ類から採取したＤＮＡの、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17
とSequ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基及び配列番号２
で示される塩基配列の366番目の塩基の少なくとも一方の一塩基多型の遺伝型を調べる段
階、及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成る、ブリ類の遺伝的
性を識別する方法。
【請求項２】
検査の対象であるブリ類の個体からゲノムＤＮＡを抽出し、連鎖群LG12上のマイクロサテ
ライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の30
2番目の塩基及び配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の少なくとも一方に存在
する一塩基多型を含む塩基配列の外側に結合する特異的な配列を有する一対のプライマー
を用いてＰＣＲ反応を行い、得られた増幅産物中の該一塩基多型の遺伝型を調べる段階、
及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成る、ブリ類の遺伝的性を
識別する方法。
【請求項３】
前記配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基の遺伝型がＡ／Ｃの場合には雌と判定
し、又は該遺伝型がＡ／Ａの場合には雄と判定する請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
前記配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の遺伝型がＡ／Ｇの場合には雌と判
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定し、又は該遺伝型がＡ／Ａの場合には雄と判定する請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
請求項１～４のいずれか一項に記載のブリ類の遺伝的性を識別する方法に使用するための
プライマーセットであって、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とS
equ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基又は配列番号２で
示される塩基配列の366番目の塩基を含む領域を検出するためのプライマーであって、該
塩基を含む該塩基配列中の５０～１００塩基の長さの領域の両端に設定された長さが１５
塩基以上のフォワードプライマー及びリバースプライマーから成るプライマーセット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、天然のブリ類の性識別方法に関し、より詳細には、一塩基多型を利用して
ブリ類の性を識別する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　我が国の養殖重要種であるブリでは、天然種苗が多く用いられているが、より安定した
養殖生産のために、人工種苗による種苗の早期導入と、人工種苗への優良形質付与に関す
る技術開発が行われている。ブリ人工種苗生産における問題点として、雄は成熟期に常に
排精することが多く、精子の採取が比較的容易であり、また凍結保存技術も確立されてい
る。一方で、雌は１個体から良質な卵を採取できる期間が短いため、また抱卵確認の際の
ハンドリングにより排卵しなくなることが多く、採卵のタイミングが難しいなど、目的の
交配を行うために、ある特定の雌親魚から良質な卵を採取することは難しい。また養殖ブ
リの出荷においては、雌は春先の産卵期になると体重が目減りするため商品として向かな
いとされている。そのため、雌雄が識別できれば、養成する親魚の雌雄の尾数の調整や出
荷時期を雌雄で使い分けることができる等の利点がある。
　ブリ類のゲノムは未だ公開されていないが、発明者らは、既に、ブリとヒラマサについ
て、連鎖群LG12を含むブリ連鎖地図を開示している（非特許文献１）。更に、発明者らは
、ブリの性決定遺伝子座が、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とS
equ21との間にあると特定し、このマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ21が性判別マー
カーとして使える可能性を示唆した（非特許文献２）。更に、発明者らは、マイクロサテ
ライトDNAマーカー座Sequ21の特定の配列の増幅産物のサイズの差により性別を判定でき
る方法を開発した（特許文献１）。
（特許文献１）
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特開2010-226974
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Aquaculture Vol. 244, 2005, Page. 41-48
【非特許文献２】Aquaculture Vol. 308, Supplement 1, 2010, Page.S51-S55
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、ブリ類の、特に天然のブリ類の性を識別するための方法を提供することを目
的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、ブリ類の性決定遺伝子座が存在すると考えられる連鎖群LG12上のマイク
ロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間にある塩基配列を検査した結果、複数
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の一塩基多型(SNP)を見出した（後述の実施例１）。そして、天然のブリのこの一塩基多
型と、別途調べた性別とを比較した結果、特定の一塩基多型がブリ類の性別と極めてよく
相関していることを見出し（後述の実施例２）、ブリ類の性を識別するための方法を見出
した。
　即ち、本発明は、ブリ類から採取したＤＮＡの、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDN
Aマーカー座Sequ17とSequ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の302番目の
塩基及び配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の少なくとも一方の一塩基多型
の遺伝型を調べる段階、及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成
る、ブリ類の遺伝的性を識別する方法である。
【０００７】
　また、本発明は、検査の対象であるブリ類の個体からゲノムＤＮＡを抽出し、連鎖群LG
12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間に存在する配列番号1で示
される塩基配列の302番目の塩基及び配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の少
なくとも一方に存在する一塩基多型を含む塩基配列の外側に結合する特異的な配列を有す
る一対のプライマーを用いてＰＣＲ反応を行い、得られた増幅産物中の該一塩基多型の遺
伝型を調べる段階、及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成る、
ブリ類の遺伝的性を識別する方法である。
　更に本発明は、上記のブリ類の遺伝的性を識別する方法に使用するためのプライマーセ
ットであって、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間
に存在する配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基又は配列番号２で示される塩基
配列の366番目の塩基を含む領域を検出するためのプライマーであって、該塩基を含む該
塩基配列中の５０～１００塩基の長さの領域の両端に設定された長さが１５塩基以上のフ
ォワードプライマー及びリバースプライマーから成るプライマーセットである。

【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】ブリの連鎖群LG12の性別関連を示す地図である。各地図の上に記した「2008-A f
emale」等は、調べたブリの個体を示す。Sequ17やSequ21等はマイクロサテライトDNAマー
カー座(又は「DNAマーカー座」ともいう。)を示す。左側の数字は、一番上のDNAマーカー
座を起点（ゼロ）としたときの同一連鎖群上のDNAマーカーの相対的距離(cM)を示す。
【図２】性決定遺伝子座周辺のＢＡＣクローンと遺伝マーカーを示す図である。図中、性
決定遺伝子座は「Sex」で示す。また、ＺとＷは性染色体を示し、雄はＺＺ型、雌はＺＷ
型である。
【図３】表１に示す4つの遺伝マーカー(SNP)を含むSNPマーカー座の塩基配列を示す図で
ある。下線は実施例で用いたプライマー、[ ]は一塩基多型を示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本発明は、連鎖群ＬＧ１２上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との
間に存在するSNPマーカー座269k02t7の塩基配列（配列番号１）の302番目の塩基(即ち、
遺伝マーカー269k02t7SNP)及びSNPマーカー座163a23t7の塩基配列（配列番号２）の366番
目の塩基(即ち、遺伝マーカー163a23t7SNP)の少なくとも一方の一塩基多型を用いて、ブ
リ類の遺伝的性を識別する方法である。
　本発明の方法により性別を調べることのできる魚類は、Seriola 属の魚類であり、和名
では、ブリ（学名：Seriola quinqueradiata）、ヒラマサ（学名：Seriola lalandi）、
カンパチ（学名：Seriola dumerili）、ヒレナガカンパチ（学名：Seriola rivoliana）
、アオブリ、ガンド、ガンドブリ、モジャコ、モジャッコ、イナダ、イナラ、ワラサ、コ
ゾクラ、コズクラ、ツバイソ、フクラギ、フクラゲ、ワカナ、ショウジンゴ、ツバス、ヤ
ズ、ハマチ、メジ、メジロ、ハナジロ、マルゴ、ワカナゴ、オオイナ、スズイナ、オオイ
オ、ワカシ、マサギ、ヒラサ、ヒラス、ヒラソ、テンコツ、セントク、アガユ、マヤ、外
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国名では、(Japanese) Amberjack、(Five-ray) Yellowtailと称される魚を含む。本明細
書では、これらを総称してブリ類という。
　本発明の方法は、特に天然のブリ類の性を識別することに優れる。
【００１０】
　本発明の一塩基多型は、SNPマーカー座269k02t7（配列番号１）及びSNPマーカー座163a
23t7（配列番号２）に存在する。ブリ類の連鎖群ＬＧ１２を図１に示す(非特許文献２)。
　図１に示す連鎖地図は、相同染色体間の組換えを利用して作成した、染色体上のDNA配
列の並び順を表す地図である。組換えはランダムに起こるため、用いる家系が異なれば特
定のDNAマーカー座間で組換えを起こした個体数も異なる。したがって、各DNAマーカー座
間の遺伝的距離は可変である。ただし、１.DNAマーカー座の並び順は同じである、ことと
、２.DNAマーカー座間の物理的距離（bp）が非常に近ければそれら二つのDNAマーカー座
は一つのマーカー座であるかのように振る舞う、ことは種、性別を問わず全ての連鎖地図
で不変である。図１に示されているマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21の
遺伝的距離を見て分かるように、性決定遺伝子座（図１に「Sex」で示す。）とマイクロ
サテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間では複数の組換えが起こっている。SNPマ
ーカー座269k02t7と163a23t7は、性決定遺伝子座と物理的に非常に近く、連鎖地図上では
性決定遺伝子座（「Sex」）とほぼ同じ位置に存在する。
【００１１】
　このような、ブリ類の性の表現型（雄、雌）と強い相関を示す遺伝マーカーを単離する
には、まずマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21との間に存在する遺伝マー
カーを複数単離し、それらのうち性決定遺伝子座との間でほとんど組換えが観察されない
ような遺伝マーカーを見付ける。その次に、組換えがほとんど観察されない遺伝マーカー
座を起点として、性決定遺伝子座方向に向かって染色体上に新たな遺伝マーカーを複数配
置し、各マーカーの遺伝型が性別と一致するかどうかを調べることによって行う。
【００１２】
　また、本願の性決定遺伝子座周辺のＢＡＣクローンと遺伝マーカーを図２に示す。
　図２は、上記で説明したうち、性決定遺伝子座との間でほとんど組換えが観察されない
遺伝マーカー（Sequ0485BAC、Sequ776TUF）と、性決定遺伝子座方向に向かって染色体上
に新たに配置した遺伝マーカー（237o03sp6SNP、198o21sp6SNP、269k02t7SNP、163a23t7S
NP、151d03t7SNP、190h02sp6SNP）を示す。枠内に存在する遺伝マーカーは、調査した家
系の個体全てでその遺伝型と性別が完全に一致していたため、性判別遺伝マーカーの有力
候補としてまず挙げられた。
　後述の実施例に示すように、これらの遺伝マーカーのうち、269k02t7SNPと163a23t7SNP
の遺伝型は性決定形質と相関する。
【００１３】
　上記一塩基多型の検出は、検査対象のブリ類の個体の一部、例えば、尾鰭、血液、腎臓
筋肉などの核が存在する組織からＤＮＡを採取し、このＤＮＡに含まれる一塩基多型の遺
伝型を検査する。一塩基多型の検出は、一塩基多型部分の塩基配列を決定することによっ
て行うことができる。一塩基多型部分の塩基配列の決定には、例えば、TaqMan法、ダイレ
クトシークエンス法、ARMS-PCR法、飽和型DNA結合色素によるHRM解析、PCR-制限酵素切断
断片長多型による方法(PCR-RFLP解析)、MALDI-TOF/MSによるSNPタイピング法、DNAチップ
を用いた方法などを挙げることができる。
　一塩基多型の検出には、例えば、PCR-RFLP解析を用いることができる。具体的には、上
記遺伝子における一塩基多型の検出は、例えば、ブリ類からゲノムＤＮＡを抽出し、前記
一塩基多型を含む塩基配列の外側に結合する特異的な配列を有する一対のＰＣＲプライマ
ーを用いてＰＣＲ反応を行い、得られたＰＣＲ産物を制限酵素処理し、制限酵素処理によ
り得られたＤＮＡの遺伝型を識別することで行うことができる。
【００１４】
　各方法に用いるＰＣＲプライマーは、塩基配列（配列番号１）の302番目の塩基（269k0
2t7SNP）及び塩基配列（配列番号２）の366番目の塩基（163a23t7SNP）を含む領域を検出
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領域の両端に設定された長さが１５塩基以上、好ましくは１９～２４塩基のフォワードプ
ライマー及びリバースプライマーから成るプライマーセットである。これらの塩基配列に
９０％以上相同であるプライマーを使用してもよい。
　遺伝マーカー269k02t7SNPの遺伝型がＡ／Ｃの場合には雌と判定し、又は該遺伝型がＡ
／Ａの場合には雄と判定することができる。
　また、遺伝マーカー163a23t7SNPの遺伝型がＡ／Ｇの場合には雌と判定し、又は該遺伝
型がＡ／Ａの場合には雄と判定することができる。
　ブリ類の性を識別するためには、これらいずれか一方を行ってもよいし、両方行っても
よい。
【実施例】
【００１５】
　以下、実施例にて本発明を例証するが本発明を限定することを意図するものではない。
実施例１
　本実施例ではまず、BACベクターにブリゲノムDNAを組み込んだブリBACライブラリーを
構築し、性決定遺伝子座周辺のゲノムDNA配列を保持するBACクローンを特定した。
　連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17とSequ21の間にブリ性決定に
関与している遺伝子が存在することが既知であるので（非特許文献２）、上記BACライブ
ラリーから、性決定遺伝子座に近いと推定される遺伝マーカーSequ0485BAC（配列番号５
）を有するBACクローン056j15を選んだ。この遺伝マーカーSequ0485BACを検出するための
下記プライマー対を選んだ。
　F: GATTGCATCTGTAAGACCACCA（配列番号６）
　R: GGATTTTCCATACTAAGCGTGC（配列番号７）
　このプライマーを用いて、上記BACライブラリーについて、フォワードプライマー 2pmo
lとリバースプライマー 2pmol、0.2mM each dNTPs、2.0mM MgCl2、0.25U Ex taq DNA pol
ymerase（Takara）、50ng BAC DNA poolを含む10μLの反応溶液を調整し、TProfessional
 96 Thermocycler（Biometra）にて、PCRを行った。
　PCR反応条件は、（95℃、3分）×1サイクル-（95℃、30秒-55℃、30秒、72℃、1分）×
30サイクル-（72℃、5分）×1サイクルとした。
　得られたPCR産物はアガロースゲル電気泳動によりサイズ分画、可視化し、PCR陽性を示
すBACクローンを特定した。以上の実験で陽性BACクローンとして045p01と051i16が特定さ
れた。
【００１６】
　次に、これらのBACクローンについてDNA抽出し、得られたBACクローンDNAと3.2pmol プ
ライマー（下記のSP6プライマーとT7プライマー）を混合し、BigDye(R) Terminator v3.1
 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)と3130xl ジェネティックアナライザ(Appl
ied Biosystems)を用いて塩基配列を決定した。
　SP6　5'-ATCTGCCGTTTCGATCCTCC-3'（配列番号８）
　T7　5'-TGACATTGTAGGACTATATTGC-3'（配列番号９）
　得られた塩基配列(BES)をもとにプライマー対を設計した。設計したプライマー配列と
塩基配列(BES)の一部を表１に示す。得られたBACクローン間の位置関係はPCRによるバン
ドの有無によって決定した。BACクローン間の位置関係を図２に示す。
　以上と同様の操作を他のBACクローンについて繰り返し行うことによって、図２に示す
ように、性決定遺伝子が存在する領域を含む連続したBACクローンの集団とその塩基配列(
BES)を取得した。
【００１７】
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【表１】

【００１８】
　これらの塩基配列から、下記を含む複数の一塩基多型(SNP)が見つかった(図３)。
　269k02t7SNP　：　配列番号１の302番目（A/C）
　163a23t7SNP　：　配列番号２の366番目（A/G）
　151d03t7SNP　：　配列番号３の641番目（T/C）
　190h02sp6SNP ：　配列番号４の206番目（A/G）
【００１９】
実施例２
　長崎県五島にて採捕した雄47尾、雌47尾の計94尾のブリ野生個体について、開腹して生
殖腺を確認することによりその性別を判定した。
　これらのブリの尾鰭を1cm角の大きさで採取し、100mM NaCl、20mM Tris-HCl(pH8.0)、1
00mM EDTA、1.0%SDS、100μg/ml Proteinase Kを含む消化溶液を600μL加え、37℃で一晩
静置した。さらに、フェノール／クロロホルム（1:1）抽出を1回行った後、エタノール沈
殿にて染色体DNAを析出させた。
　次に、表１の各プライマー2pmol、0.2mM each dNTPs、2.0mM MgCl2、0.25U Ex taq DNA
 polymerase（Takara）、得られたDNA（テンプレート）50ngを含む10μLの反応溶液を調
整し、TProfessional 96 Thermocycler（Biometra）を用いてPCR法を行った。
　PCR反応条件は、（95℃、3分）×1サイクル-（95℃、30秒-プライマー対固有のアニー
リング温度50～55℃、30秒、72℃、1分）×30サイクル-（72℃、5分）×1サイクルとした
。
　PCR反応後、PCR反応液7μLとillustra ExoStarキット（GE Healthcare）に含まれるAlk
aline Phosphatase 0.1μLとExonuclease1 0.1μLを含む9μLの反応溶液を調整し、TProf
essional 96 Thermocycler（Biometra）にて（37℃、1時間）-（80℃、15分）の酵素反応
を行った。その後、酵素反応液3.5μLとプライマー6.4pmolを含む14μLのシーケンシング
反応液を調整し、サンガー法による塩基配列決定を行った。なお、ここでプライマーとし
てPCR反応に用いたフォワードプライマーを用いた。
【００２０】
　その結果得られた各遺伝マーカー(SNP)について遺伝型とその性別を下表に示す。
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【表２】

【００２１】
　表中のスラッシュ(/)を挟む塩基は、各アレルの塩基を表す。
　表中、カイ二乗値（χ２）は、観測度数と帰無仮説を「塩基配列パターンの頻度に雌雄
間で偏りが無い」として算出した期待度数とを用いて、「（（（観測度数－期待度数）の
2乗）÷期待度数）の総和」として算出したもので、その数値が高いほど遺伝型と性決定
形質（雌性）との相関が確からしいことを示す。
　表から、163a23t7SNP及び/又は269k02t7SNPの遺伝型を調べることで、ブリ野生個体の
性別を高確率で判別することができるといえる。

【図１】 【図２】
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